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蜜蜂 飞翔 肌 收缩 蛋白 的 电子 显微镜 鉴定 
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自 五 十 年 代 肌 丝 滑行 模型 建立 以 来 ,关于 峭 椎 动物 骨 骆 肌 的 蛋白 质 成 分 ,， 肌 丝 排列 以 及 肌肉 收缩 时 
结构 变化 的 研究 取得 了 很 大 的 进展 。 骨 胎 肌 肌 原 纤维 由 粗 、 细 肌 丝 有 规律 地 排列 所 组 成 。 对 于 肌肉 收 
缩 蛋白 的 选择 性 抽 提 : 专 一 性 抗体 标记 以 及 重组 肌 丝 的 研究 ,证 实 肌 球 和 蛋白 存在 于 粗 肌 丝 ; 肌 动 蛋白 , 原 
肌 球 蛋白 和 原 宁 蛋白 存在 于 细 肌 丝 (Huxley, A. F., 1957; Huxley, H. Es, 1972), 昆虫 间接 飞翔 肌 
的 结构 和 生理 特性 有 许多 不 同 于 兰 椎 动物 骨 骆 肌 的 特点 。 蜜蜂 飞翔 肌 肌 原 纤维 虽然 也 包含 有 粗 、 细 两 
组 肌 丝 ,但 其 粗 肌 丝 从 Z 线 伸 展 至 邻近 的 另 一 Z 线 。 分 离 出 的 粗 肌 丝 的 长 度 不 定 ,在 2.04 2450 之 间 
( 范 世 蓝 , 洪 明 起 , 陈 明 ，1966a)。 经 甘油 抽 提 过 的 密 妖 肌 原 纤维 在 肌 小 节 长 度 大 于 按 滑行 模型 所 计算 的 
粗 , 细 肌 丝 长 度 之 和 时 ,在 ATP 作用 下 仍 能 发 生 收 缩 ( 洪 明 霞 , 范 世 落 ;1963)。 拉 长 肌 原 纤维 , ATT I 
带 平 均 蛋 白 浓度 之 比 随 肌 小 节 长 度 的 增加 单调 上 升 ( 范 世 落 \, 洪 明 霞 ，1962)。 最 近 、 我 们 成 功 地 从 蜜蜂 
飞翔 肌 肌 原 纤维 中 得 到 了 副 肌 球 蛋白 类 晶体 ( 陈 明 , 范 世 藩 ,1982) 本 工作 又 利用 电子 显微镜 观察 了 经 系 
统 选择 性 抽 提 过 的 肌 原 纤维 以 及 不 同 抽 提 液 中 所 含 收缩 蛋白 ， 并 据 此 分 析 了 肌 原 纤维 几 种 主要 收缩 蛋 
白 的 定位 。 

材料 和 方法 

1. 材 料 用 蜜蜂 (Apis mellifera ligustica Spin.) 作 材 料 。 

2. 密 蜂 闻 接 飞 翔 肌 肌 原 纤维 的 分 离 和 纯化 (Bullard, B., Luke, B. € Winkelman, L., 1973), 将 
新 鲜 的 或 经 甘油 处 理 过 的 蜜蜂 胸 节 , 放 入 10 倍 体积 的 售 300mM-FE, 100mM-KCl, 10mM-R MER 
MX (PH7.0)，lmM~MgCl,，1mM-EGTA 和 10mM-NaN, 的 溶液 中 (4%2)， 用 搅 碎 器 匀 浆 ，1000g PS 
心 10 分 钟 , 除 去 淫 渣 和 上 层 咨 液 。 沉 淀 上 层 为 肌 原 纤维 ,下 层 为 几 丁 质 壳 ,小 心地 取出 肌 原 纤维 。 以 10 
倍 体积 的 300mM- 莽 糖 咨 液 洗 涤 肌 原 纤维 8 一 10 次 , 每 次 洗涤 后 以 1000g 离心 10 分 钟 ， 可 以 得 到 纯 的 
肌 原 纤维 。 

3. 肌 原 纤 维 的 选择 性 抽 提 。 肌 原 纤维 选择 性 抽 提 的 步 又 见 图 Lo 

4, 肌 原 纤维 收缩 蛋白 的 聚合 和 晶体 的 生成 。 经 选择 性 抽 提 的 上 清 液 工 包含 肌 球 蛋 白 , 副 肌 球 蛋 白 
和 C-EH. TE 30% PIRNI AET, 肌 球 蛋白 可 以 沉淀 析出 。 在 30 一 40% TTB RRP. El 
肌 球 蛋白 析出 ,将 沉淀 分 别 以 含有 600mM-KCl，10mM- 磷 酸 钾 缓冲 液 (PH7.0), ImM-NaN, AYAŞ 
解 , 再 经 微 酸性 的 低 离子 强度 溶 被 透析 3 一 5 天 ,可 以 得 到 肌 球 蛋白 聚合 体 和 副 肌 球 蛋 白 类 最 体 。 

LER II 中 包含 肌 动 蛋白 和 原 肌 球 蛋白 。 将 上 清 液 II 经 含 50mM-KCl, ImM-MgCl, 和 0.3mM- 
NaHCO,, PH 为 7.0 的 溶 被 透析 ,可 以 得 到 FANIA (Bullaed, B., Dabrowska, R. & Winkelman, 
L.，1973)。 上 清 液 III 28 50mM-KCI, 1mM-MgCl, pH5.1( 原 肌 球 蛋白 的 等 电 点 ) 的 溶液 透析 , WIK 


得 原 肌 球 蛋白 晶体 。 
5. 粗 、 细 肌 丝 的 分 离 。 与 H. E. HUXLEY 所 用 之 方法 基本 相同 (Huxley, H. E., 1963), 


本 文 于 1981 年 10 月 收 到 。 
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图 1 Hurt 


6. 电 子 显 微 镜 观 察 。 将 肌 原 纤维 , 肌 丝 以 及 蛋白 质 的 聚合 体 或 晶体 惹 浮 液 滴 于 标本 机 上 , 经 1% fü 
MIRE 1 分钟, 借 日 立 H-500 电子 显微镜 进行 观察 。 


结果 和 讨论 
-、 肌 原 纤 维 的 结构 
我 们 利用 负 染 技术 ， 直 接 在 电子 显微镜 下 观察 了 分 离 的 蜜蜂 飞翔 肌 肌 原 纤 维 。 在 分 离 出 的 肌 原 纤 
维 上 , 可 以 着 到 有 有 A 和 带 、I 带 ,ZzZ 线 和 M 线 (图 版 :A,B)。 肌 丝 走 向 和 肌 原 纤维 长 轴 相 平行 。 大 多 数 肌 
小 节 的 长 度 和 活 肌 肉 葵 总 时 的 相同 , 约 为 2.6 微米 (图 版 1:9), 比 在 固定 标本 中 见 到 的 略 长 。 也 能 经 常 
WE ERIK 3.1 微米 的 肌 小 节 ( 图 版 1;8)。 
TERN A JA,B 中 遂 难 分 辩 粗 、 细 肌 丝 ,但 从 分 离 的 肌 丝 中 -我 们 可 以 沙 楚 地 看 到 直径 不 同 的 两 组 。 图 
jä 1C ELA 2.2 微米 :两 应 至 圆锥 形 。 图 版 IO LA BALL Fİ Ak AA Lİ 
BEN Ko MINE LAE SES A SAR BRAN Ae AM 
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二 、 肌 原 纤维 的 选择 性 抽 提 

肌 原 纤维 经 低 离子 强度 的 溶液 抽 提 (图 1) 可 以 溶 去 M 线 及 Zz 线 ， 只 是 溶 去 Zz 线 需要 较 长 时 间 。 图 
版 WA 是 经 含有 300mM ESE, SOmM-Tris 醋酸 缓冲 液 pH8.2，lmM-EDTA 之 溶液 抽 提 16 小 时 后 的 
BUNT, MERA Z 线 均 被 溶 去 。 

经 低 离 子 强 度 溶液 较 短 时 间 处 理 之 肌 原 纤维 ,继续 以 含有 100mM 焦 磷酸 钠 ，10mM-MgCl。10mM- 
磷酸 缓冲 液 pH7.2 之 溶液 抽 提 可 以 使 A 带 的 蛋白 质 浓 度 大 大 降低 , 残留 Z 线 以 及 附着 在 它 上 面 的 细 肌 
2 (Ek 并 :B)。 两 Z 线 的 中 心间 距 约 为 3.1 微米 。 

当 A 带 蛋白 浓度 降低 后 ,再 以 去 离子 水 抽 提 , 细 肌 丝 变 短 和 逐渐 稀 苹 (图 版 I:C,D), 

=. KABA ROSE 

RAE AAVA CIA AA ANAMA E OTM 
和 鉴定 抽 提 被 中 所 包含 的 主要 收缩 蛋白 。 

以 含 100mM- 焦 磷酸 铀 ，10mM-MgCl,，10mM 磷酸 缓冲 液 pH7. 2 的 溶液 所 提 肌 不 纤维 , HERZ 
不 同 饱 和 度 的 硫酸 匀 分 级 沉淀 ,再 经 中 性 高 离子 强度 的 溶液 溶解 ， 对 微 酸性 的 低 离 子 强 度 溶 被 透析 、 可 
以 得 到 聚合 的 肌 球 蛋白 丝 和 副 肌 球 蛋 白 类 史 体 。 肌 球 蛋 白 聚 合体 为 长 杆 状 ,两 端 呈 贺 锥 形 , 沿 其 长 轴 方 
向 具有 周期 约 4004 的 突起 (图 版 IA, SEETHERNNRZARSAESEN, 副 肌 球 蛋白 
类 晶体 呈 针 状 , 具 有 360 A 1404 的 周期 (图 版 IB) 

经 上 述 溶 被 处 理 后 的 肌 原 纤维 继续 以 去 离子 水 抽 提 ， 水 抽 提 液 对 低 离子 强度 的 中 性 溶液 透析 得 到 
F- 肌 动 蛋 和 白 丝 ( 图 版 I:D》。 将 去 离子 水 抽 提 液 对 50mM-KCl , 1mM-MgCl, pH5.1( 原 肌 球 蛋白 的 等 电 
点 ) 的 溶液 透析 , 则 得 到 原 肌 球 蛋白 晶体 ,周期 为 400 A (图 版 HI:C)。 

上 述 实 验 结果 表明 , 含 100mM- 焦 磷酸 钠 ,，10mM-MgCl， 的 溶液 可 以 使 A 带 和 蛋白 浓度 下 降 ， 抽 提 被 
中 主要 含有 肌 球 蛋白 和 副 肌 球 收 白 。 去 离子 水 可 以 溶 去 剩余 的 蛋白 质 ， 抽 提 液 中 含有 肌 动 蛋白 和 原 肌 
球 蛋白 。 

从 蜜蜂 飞翔 肌 分 离 的 细 肌 丝 旦 双 股 螺旋 。 电子 显微镜 观察 表明 去 离子 水 抽 提 液 中 含有 肌 动 蛋白 和 
原 肌 球 蛋 白 。 在 SMDS- RARE ABRA AR, 我 们 看 到 蜜蜂 肌 原 纤维 蛋白 中 含有 原 宁 人 蛋白。 因此 看 
来 ， 蜜 峰 飞 翔 肌 的 细 肌 丝 的 蛋白 成 分 和 结构 与 状 椎 动物 骨 赂 肌 细 肌 丝 是 相同 的 。 蜜蜂 飞翔 肌 与 脊椎 动 
物 骨 用 肌 粗 丝 的 外 形 相似 。 但 实验 结果 表明 ,飞翔 肌 粗 肌 丝 除 含有 肌 球 蛋白 外 , 还 含有 副 肌 球 蛋 白 。 我 
11 Ase ih GEE HE. RAB, 19660) 蜜蜂 间接 飞翔 肌 粗 肌 丝 大 概 是 由 一 个 贯穿 整个 肌 小 节 , 在 A 
带 处 为 中 空 的 内 蕊 及 一 层 包含 只 位 于 A 带 的 6 根 微 丝 的 外 套 所 组 成 。 从 分 离 的 微 丝 来 看 ， 它 很 像 是 肌 
球 蛋 白 ,至 于 构成 内 芯 的 蛋白 质 是 什么 , 当时 还 不 清楚 。 现 在 看 来 、 构 成 内 芯 的 蛋白 质 可 能 就 是 副 肌 球 
EB. 
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